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Quantitativer Vergleich
der Lipoproteinelektrophorese auf Celluloseacetat-Membranen
mit der Fraktionierung von Lipoproteinen in der präparativeji Ultrazentrifuge
Lipoproteinelektrophorese auf Celluloseacetat-Membranen
(3. Mitteilung)1)
Von U. H. KLEMENS und J. SCHMALBECK, unter der technischen Assistenz von EDDA HEIDRICH
Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik im Klinikum Steglit^
und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universität Berlin
(Eingegangen am 28. November 1969)
Es wird ein quantitativer Vergleich der Lipoproteinfraktionen beschrieben, die mit der präparativen Ultrazentifuge bzw. der Lipoprotein-
Elektrophorese auf CelJuloseacetat-Membranen gewonnen wurden. Dabei zeigen sich gute Korrelationen zwischen den VLDLP (Sf 20
bis 400) und den prä-ß-Lipoproteinen, den LDLP und den ^-Lipoproteinen, den HDLP und den ot-Lipoproteinen.
Lipoprotein electrophoresis on cellulose acetate membranes, 3.
Quantitative comparison with the fractionation of lipoproteins in the preparative ultracentrifuge
Lipoprotein fractions can be compared quantitatively with the aid of the preparative ultracentrifuge, or by Jipoprotein.electrophoresis on
cellulose acetate membranes. Good correlations are obtained between the VLDLP (Sf 20^-400) and the pre-/#-lipoprpteins; the LDLP
and the ^-lipoproteins; the HDLP and the a-lipoproteins.
In verschiedenen Untersuchungen konnte festgestellt
werden, daß die in der präparativen Ultrazentrifuge ge-
wonnenen Lipoprotein-Fraktionen (l, 2, 3) sich be-
stimmten Banden der Lipoprotein-Elektrophorese zu-
ordnen lassen (4, 5, 6). Die very low density Lipopro-
teine (Sf 20—400)2) entsprechen den prä-ß-(oder <*2-),
die LDLP2) den 0-(Sf 0—20) und die HDLP2) den «-
Lipoproteinen. Die Lipidanteile der Lipoproteine lassen
sich in den Ultrazentrifugenfraktionen quantitativ be-
stimmen. Mit der Lipoprotein-Elektrophorese sind da-
gegen nur qualitative oder semiquantitative Angaben
möglich. In der vorliegenden Arbeit soll untersucht
werden, ob sich quantitative Beziehungen zwischen
diesen beiden Methoden nachweisen lassen.
Methodik
Arbeitsgang
33 Personen (Normalpersonen, Hyperlipoproteinämien Typ II,
III und IV) wurde nach 12stdg. Fasten venöses Blut entnommen,
Gesamtlipid-, Cholesterin-, Phosphatid- und Triglycerid-Konzen-
trationen im Plasma bestimmt und zwei Lipoprotein- sowie eine
Eiweiß-Elektrophorese durchgeführt.
Zweimal 4 m/ Plasma jedes Patienten wurden mit der präparativen
Ultrazentrifuge fraktioniert. Einzelheiten zum Arbeitsgang und
Methoden zur Bestimmung der Gesamtlipide, Triglyceride,
Phosphatide und Cholesterin wurden an anderer Stelle beschrieben
(6).
Lipoprotein-Elektrophorese
Vom Plasma und den verschiedenen Ultrazentrifugenfraktionen
wurden jeweils 2 Elektrophoresen unter konstanten Bedingungen
durchgeführt. Die Streifen wurden mit ölrot 0 angefärbt und
densitometrisch ausgewertet. Die Methode wurde bereits aus^
führlich beschrieben (7).
Quantitative Berechnung
ölrot 0 färbt nur den Lipidanteil der Lipoproteine. Bei der den-
sitometrischen Auswertung der Elektropherogramrne wird dem-
nach nicht die relative Konzentration der Lipoproteine, sondern
die ihrer Lipidanteile bestimmt. Da die Summe der Lipidanteile
der Konzentration der Gesamtlipide im Plasma gleichzusetzen
ist (6), kann man die absolute Konzentration (K) der Lipidanteile
der verschiedenen Lipoproteine nach folgender Formel berechnen:
rel. Konzentration
• Gesamtlipid-Konz. (mg/100 m/Plasma)
x) 1. Mitteilung: diese Z. 7, 540 (1969); 2. Mitteilung: diese
Z. 8, 162 (1970), vorstehend.
2) VLDLP = very low density Liproproteine; LDLP = low
density Lipoproteine; HDLP = high density Lipoproteine.
Vorausgesetzt wird dabei, daß das ölrot 0 gegenüber den ver-
schiedenen Lipidklassen einen weitgehend identischen Färbe-
koeffizienten hat.
Präparative Ultracentrifuge
Jeweils 4 m/ Plasma wurden auf eine Dichte von 1,006 bzw. 1,063
eingestellt und in der präparativen Ultrazentrifuge bei 105 000 g
20 Stdn. lang zentrifugiert. Methodische Einzelheiten wurden
bereits beschrieben (6). Die überstehenden Phasen enthalten die
Lipoproteine, die spezifisch leichter sind als das Medium. Wir
bezeichneten sie als Fraktion 1. Die unterstehende Phase enthält
die spezifisch schwereren Lipoproteine (Fraktion 2). Demnach sind
in der Fraktion l bei der Dichte d = 1,006 die VLDLP (Sf 210 bis
400), bei einer Dichte d = 1,063 neben den VLDLP auch die
LDLP (Sf 0—20) enthalten; in der Fraktion 2 findet man bei der
Dichte d = 1,006 die LDLP und HDLP, bei einer Dichte von
d = 1,063 nur die HDLP. Wir bestimmten das Volumen und die
Gesamtlipid-j Triglycerid-, Phosphatid- und Cholesterin-Konzen^
trationen jeder Fraktion. Außerdem wurde die Wiederfindung für
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die verschiedenen Lipide berechnet; sie lag zwischen 82% und
102% der eingesetzten Lipidmengen. Die Lipid werte in den
einzelnen Ultrazentrifugenfraktionen wurden entsprechend ihrer
Wiederfindung korrigiert.
Quantitative Bereclmttng
Wie bei der Lipoprotein-Elektrophorese wurden nicht die Lipo-
proteinc, sondern nur ihre Lipidanteile quantitativ bestimmt.
Die Plasmakonzcntration (K) der Lipidanteile der VLDLP bzw.




Dabei bedeutet V das eingesetzte Plasmavolumen, VF das Frak-
tionsvolumen und KF die Gesamtlipidkonzentration in der Frak-
tion. Die Berechnung der Lipidanteile der LDLP (Sf 0—20) ist
umständlicher, da sie in keiner Fraktion rein vorliegen. Sie sind
zusammen mit den HDLP in der Fraktion 2 (d = 1,006) ent-
halten, können aber, da die HDLP aus der Fraktion 2 (d = 1,063)
: quantitativ bestimmt werden können, nach folgender Formel
; berechnet werden:
K
Dabei bedeutet K die gesuchte Konzentration im Plasma, V = das
iingesetzte Plasmavolumen, Kj bzw. Vx die Gesamptlipidkonzen-
iration bzw. das Volumen der Fraktion 2 (d = 1,006) und 1C, und
V2 die entsprechenden Werte bei der Fraktion 2 (d = 1,063).
Die Plasmakonzentrationen der Lipidanteile der verschiedenen
Lipoproteine wurden mit den entsprechenden Ergebnissen der
Lipoprotein-Elektrophoresen verglichen.
Ergebnisse
Wir führten zwei Untersuchungen durch, die eine Kon-
| trolle der Fraktionierung mit der präparativen Ultra-
'· Zentrifuge erlaubten:
1. Von jeder Ultrazentrifugenfraktion wurden zwei
Lipoprotein-Elektrophoresen zur Beurteilung ihres
Reinheitsgrades durchgeführt. Traten bei der Lipopro-
tein-Elektrophorese Banden auf, welche nicht in die ent-
sprechende Ultrazentrifugenfraktion gehörten, dann
wurden diese Proben nicht weiterverwertet.
2. Diese Kontrolluntersuchung beruht auf der charak-
teristischen Zusammensetzung der verschiedenen Plas-
ma-Lipoproteine. Bei den VLDLP (Sf 20—400) über-
wiegen die Triglyceride, bei den LDLP (Sr 0—20) das
Cholesterin und bei den HDLP die Phosphatide. Wir
bestimmten in jeder Ultrazentrifugenfraktion die Cho-
lesterin-, Phosphatid- und Triglyceridanteile an der Ge-
samtlipidkonzentration. Die Ergebnisse von 15 unter-
suchten Normalpersonen sind in der Tabelle l zusam-
mengestellt. Sie stimmen gut mit den von ONCLEY (8)
angegebenen Werten überein. Die Lipid Verteilung bei
den Hyperlipoproteinämie-Typen entsprach im Prinzip
den Werten der Normalpersonen.
Entsprachen die Ultrazentrifugenfraktionen den ge-
nannten Reinheitskriterien, dann wurden sie für den
quantitativen Vergleich mit der Lipoprotein-Elektro-
phorese verwandt. Die 33 Fälle, bei denen dieser Ver-
gleich vorgenommen wurde, rekrutierten sich aus 4 ver-
schiedenen Gruppen (Normalpersonen, primäre Hyper-
lipoproteinämien Typ II, III und IV). Innerhalb der
einzelnen Gruppen divergierten die Lipidkonzentra-
tionen im Plasma ziemlich stark, so daß ein breites
Spektrum erfaßt wurde. Die prozentuale Verteilung der
Gesamtlipide auf die einzelnen Ultrazentrifugenfrak-
tionen wurde berechnet: aus demselben Plasma wurden
Tab. l
Lipidzusammensetzung der Plasmalipoproteine. Die Lipoproteinfraktionen wurden in der präparativen Ultrazentrifuge getrennt. Angegeben
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen einer Untersuchung von 15 Normalpersonen
Lipoprotein-Fraktion
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Quantitativer Vergleich Ultrazentrifuge—Lipoproteineiektrophorese. Abszisse: Lipoproteinelektrophorese, relative Konzentrationen der Lipid-
anteileder«- ß- oder p"ä-/9-Lipoproteine. Ordinate: Ultrazentrifuge, relative Konzentrationen der Lipidanteile der HDLP, LDLP oder VLDLP
' v r r r a-, ß- und prä-0-LP = a-, ß- und prä-/S-Lipoproteme
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Tab. 2
Lioidkonzentration im Plasma und in den einzelnen Lipoproteinfraktionen. Aus jeder Gruppe wurden drei charakteristische Fälle ausgewählt.


















































































Konzentration des Lipidanteiles der Lipoproteine













































































die relativen Konzentrationen der Lipidanteile der elek-
trophoretisch getrennten Lipoproteine bestimmt. Ein
Vergleich der Ergebnisse zeigt die gute Korrelation
beider Methoden (Abb. 1). Der Korrelationskoeffizient
für das Paar: VLDLP—prä-ß-Lipoproteine betrug
0,990, für das Paar: LDLP—ß-Lipoproteine 0,965 und
für das Paar: HDLP—oc-Lipoproteine 0,940.
In der Tabelle 2 sind die Absolutwerte von jeweils 3
charakteristischen Fällen der untersuchten Gruppen zu-
sammengestellt.
Weiterhin verglichen wir die Konzentrationen der
Lipidanteile der VLDLP mit der Triglycerid-, der
LDLP mit der Cholesterin- und der HDLP mit der
Phosphatidkonzentration. Es ergab sich eine gute Kor-
relation zwischen VLDLP und Triglyceriden (Korrek-
tionskoeffizient: 0,943) und zwischen LDLP und Chole-
sterin (Korrelationskoeffizient: 0,949). Zwischen der
Phosphatidkonzentration und den -Lipoproteinen ließ
sich keine gegenseitige Abhängigkeit feststellen (Korre-
lationskoeffizient : 0,352). Ähnliche Ergebnisse findet
man bei der Lipoprotein-Elektrophorese (Abb. 2). Da
weder Cholesterin noch Triglyceride ausschließlich in
den ß- bzw. prä-ß-Lipoproteinen transportiert werden,
geht die Regressionsgerade in beiden Fällen nicht durch
den Nullpunkt. Bei einer Triglyceridkonzentration von
40—50 mg/100 m/ sind keine pfä-ß-Lipoproteine im
Plasma nachweisbar. Die Triglyceride werden dann allein
von den oc- und /?-Lippproteirien transportiert. Ebenso
kann man aus der Abbildung ersehen, daß Cholesterin
bis zu 80 mg/100 rn/im Plasma vorkommen kann, ohne
an die /?-Lipoproteine gebunden zu sein. Diesen Befund
kann man z. B. bei A-/J-Lipoproteinämie erheben.
Diskussion
Zwei wichtige Voraussetzungen müssen bei einem quan-
titativen Vergleich zwischen Lipoprotein-Elektropho-
rese und der Ultrazentrifugenmethode erfüllt sein:
1. die mit der Ultrazentrifuge dargestellten Lipoprotein-
fraktionen (Sf-Klassen) müssen reproduzierbar bestimm-
ten Lipoproteinbanden der Elektrophorese zugeordnet
werden können.
2. Das Auflösungsvermögen beider Methoden muß so
groß sein, daß die verschiedenen Lipoproteine voll-
ständig voneinander getrennt werden.
Die Voraussetzungen sind bei der Lipoprotein-Elektro-
phorese auf Celluloseacetat-Membranen erfüllt, von 2
Ausnahmen abgesehen. Bei einer hochgradigen Hyper-
lipoproteinämie Typ IV mit Triglyceridwerten von
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Vergleich zwischen den Konzentrationen der Lipidanteile der verschiedenen Lipoproteine (Abszisse) und bestimmter Lipide im Plasma (Ordinate)
Die Lipoproteine wurden entweder mit der präparativen Ultrazentrifuge (x) oder mit der Lmoproteinelektrophorese (·) fraktioniert. Fälle mit
Hyperlipoproteinäniie Typ III wurden in die Abbildung nicht aufgenommen
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der prä-/?-Lipoproteine zur Startlinie hin (Abb. 3), so-
daß die klaren Grenzen zwischen ß- und prä-/?-Lipo-
proteinen verwischt werden. Bei der Hyperlipoprotein-
ämie Typ III ist ebenfalls eine klare Trennung zwischen
jff-Lipoproteinen und dem atypischen Lipoprotein,
welches als breite ß-Bande sichtbar wird, nicht möglich.
Jn der Ultrazentrifuge erhält man weitgehend reine
Lipoproteinfraktionen, was durch eine Lipoprotein-
Elektrophorese einfach nachzuprüfen ist.
Bei dem quantitativen Vergleich ergaben sich Korre-
lationskoeffizienten, die alle nahe bei l lagen, d. h. beide
Methoden korrelieren gut miteinander. Da außerdem
die Steigungen der Regressionsgeraden annähernd l
waren, muß der Färbekoeffizient von Ölrot 0 gegenüber
den Lipidanteilen der verschiedenen Lipoproteine nahe-
zu gleich groß sein. Es deutet sich demnach die Möglich-
keit an, aus der Konzentration der Gesamtlipide im
Plasma und der elektrophoretisch ermittelten relativen
Konzentration der Lipidanteile (Ölrot 0-Färbung)
ihre absolute Konzentration in den einzelnen Lipo-
proteinfraktionen zu bestimmen. Endgültige Aussagen
darüber sind aber erst nach größeren Untersuchungs-
reihen möglich.
Frau L. RICHTER und Herrn J. CROHM danken wir für ihre freund-
liche Mitarbeit.
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